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摘要 : 昆虫 中 肠 膜 类 钙 粘 蛋白 (cadherin-like protein, CLP) 2 ЕНЕ Bacillus thuringiensis ( Bt) 毒素 的 重要 受 
体 之 一 , 与 Bt 毒素 的 杀 虫 作用 机 制 以 及 昆虫 对 Bt 毒素 的 抗 性 等 密切 相关 。 本 研究 应 用 RT-PCR 和 RACE 技术 , 克隆 
TE KEER НЫҢ Mythimna separata, 28 $5 E A ЖЕРІ EK cDNA 序列 (命名 为 Msclp, GenBank 登录 号 为 
JF951432) , 全 长 5 642 bp, 19 1 757 个 氨基 酸 , 推导 的 所 基 酸 序列 具有 昆虫 类 钙 粘 和 蛋白 的 特征 结构 , 包括 1 个 信号 
HK. 1 个 前 蛋白 区 、12 个 钙 粘 蛋 日 重复 、!1 个 近 膜 区 、1 个 跨 膜 区 和 1 个 胞 质 区 。 预 测 的 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 
196.786 kD 和 4.5。 该 蛋白 与 同 科 的 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta、 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens, T $3 R Helicoverpa 
armigera KIHK IR Spodoptera exigua ЗЕКЕН САЛ, 氨基 酸 序 列 一 致 性 分 别 为 61.77%, 61.66%, 
61.26% 和 58. 14% „ RICE Æ RT-PCR 分 析 表 明 , 该 类 钉 精 重 日 基因 在 不 同龄 期 的 粘 虫 幼 忠 中 表达 量 差异 极 显 著 
(Р<0.01), 其 中 4 龄 幼虫 相对 表达 量 最 高 , 但 与 3 龄 、6 龄 幼虫 并 没有 显著 性 差异 ; 1 和 2 龄 幼虫 表达 量 最 低 ; 表达 
部 位 主要 在 粘 虫 中 肠 , 在 中 肠 以 外 的 虫 体 其 他 部 位 表达 量 极 低 。 这 些 结果 对 于 揭示 转 Bt 作物 对 非 误 标 、 迁 飞 性 精忠 
的 杀 虫 作用 机 制 以 及 评价 其 潜在 的 对 Bt 毒素 抗 性 机 制 等 葛 定 了 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and spatio-temporal expression of cadherin-like 
protein gene in the oriental armyworm, Mythimna separata ( Lepidoptera: 


Noctuidae ) 

WANG Ling, JIANG Xing-Fu' , LUO Li-Zhi, HU Yi, ZHANG Lei (State Key Laboratory for Biology of 
Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China) 

Abstract: The cadherin-like proteins, located in the brush border membrane vesicles ( ВВМУ ) of insect 
midgut, are major receptors of Bacillus thuringiensis insecticidal crystal protein. The complete cDNA 
sequence of cadherin-like protein gene was amplified from the oriental armyworm, Mythimna separata , 
using RT-PCR and RACE techniques. The full cDNA sequence ( named as Msclp, GenBank accession no. 
JF951432) is 5 642 bp in length, encoding 1 757 amino acid residues, and the deduced amino acid 
sequence shows typical characteristics of the known insect cadherin proteins, including a signal peptide, a 
proprotein region, twelve cadherin repeats, a membrane-proximal region, a transmembrane region and a 
cytoplasmic region. The predicted molecular mass and isoelectric point are 196. 786 kD and 4. 5, 
respectively. The cadherin-like protein from M. separata shows the close relationship to cadherin proteins 
from Helicoverpa assulta , Heliothis virescens, Helicoverpa armigera and Spodoptera exigua, with the amino 
acid identities of 61. 7796 , 61.66% , 61. 26% and 58. 1496 , respectively. The real-time RT-PCR results 
showed that relative expression levels of cadherin-like gene were significantly different in different instars of 
larvae (P «0.01) , which was the highest in the 4th instar larvae and the lowest in the newly-hatched 
larvae. The cadherin-like gene was majorly expressed in the midgut and very lowly expressed in other parts 
of the larval body. The results provide the basis for revealing the insecticidal mechanism of Bt to oriental 
armyworm, and the resistance mechanism of oriental armyworm to Bt. 
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ЖЕ fU E Bacillus thuringiensis (Bt) 作 为 
一 种 有 效 的 病原 微生物 , 现 已 广泛 应 用 于 农业 害虫 
防治 领域 。 新 的 Bt 转基因 抗 虫 植 物 仍 在 继续 增多 ， 
并 逐渐 推广 ( 王 继 乔 等 ,2010)。Bt 毒素 通过 与 相 
关 受 体 结合 , 引起 细胞 内 发 生 一 系列 变化 , 进而 发 
挥 杀 虫 作用 。 整 个 过 程 中 , 毒素 与 受 体 的 结合 是 影 
响 毒 力 的 关键 。 昆 虫 体内 现 已 基本 明确 的 Bt 毒素 
蛋白 受 体 主要 有 类 钙 粘 蛋白 (cadherin-like protein ) 、 
К N (aminopeptidase М, АРМ), gà ETE B2 Ng 
(alkaline phosphatase, ALP ) Ж 98 H8 ZS ( glycolipids ) 
(Knight et al., 1994; Vadlamudi et al., 1995; Pigott 
and Ellar, 2007) 。 目 前 有 两 种 比较 公认 的 Сту Ж 
作用 模式 : 孔洞 模式 和 信和 号 转 导 模式 。 这 两 种 模式 
都 有 着 相似 的 起 始 步 又 即 毒 素 在 中 肠 溶解 ,进而 
被 中 肠 和 蛋白酶 激活 并 结合 在 钙 烙 蛋白 受 体 上 , 继而 
引起 细胞 发 生 一 系列 反应 ,最 终 导 致 细胞 死亡 
( Bravo and Soberón, 2008) 。 可 见 , 无 论 哪 种 模式 ， 
钙 粘 重 日 都 是 毒素 发 挥 作 用 必 不 可 少 的 基础 环节 。 
AHAT, 烟草 天 蛾 Maduca sexta. № 9 Helicoverpa 
armigera, /ІУ3Е ЖҚ Plutella xylostella, А £L 4$ rH 
Pectinophora gossypiella., Т Heliothis virescens; 
IHK К Spodoptera exigua FA Ph EG E Э Е 
日 基因 cDNA 全 长 已 被 克隆 和 测序 ,但 在 粘 虫 
Mythimna separata ( Walker) 中 却 未 见报 道 。 

粘 虫 是 我 国 典型 的 多 食性 迁 飞 害虫 , 也 是 玉米 
上 的 重要 害虫 , 但 并 不 是 目前 所 开发 的 转 Bt 基因 
玉米 的 主要 靶 标 害虫 。 种 植 转 基因 抗 虫 作物 的 大 田 
中 由 于 杀 忠 剂 施 用 量 和 施用 次 数 的 减少 而 导致 丢 标 
害虫 以 外 的 其 他 害虫 种 群 数量 增加 (Naranjo， 
2010) 。 同 时 , 伴随 着 Bt 作物 的 推广 应 用 ,害虫 持 
续 受 到 Bt 毒素 的 高 压 选择 ,害虫 对 Bt 的 抗 性 问题 
已 不 容 忽 视 ( 李 怡 萍 等 , 2010) 。 目 前 , 已 报道 有 多 
种 昆虫 在 室内 或 者 田间 对 Bt 毒素 表现 出 抗 性 ， 而 
棉铃 虫 、 小 荣 蛾 、 棉 红 铃 虫 等 已 发 现在 田间 对 Bt = 
素 产 生 了 抗 性 (Gonzk lez-Cabrera et al., 2001; 
Downes et al., 2010; Liu et al., 2010; Dhurua and 
Gujar, 2011)。 虽 然 有 报道 称 转 CryLAb 基因 的 Bt 
玉米 对 粘 虫 有 很 好 的 致死 作用 ( 王 冬 妍 等 ，2004 ; 
王 振 营 等 , 2005 ) ， 然 而 田间 试验 仍 有 少数 个 体 存 
活 , 这 给 抗 性 筛选 留 下 了 空间 ( 篆 雪 等 , 2007) 。 更 
有 研究 表明 粘 虫 表现 了 对 Bt 毒素 较 低 的 敏感 性 ( 宋 
BERE, 2003, RERS, 2004), HIL, Rh E АН) 
能 存在 对 Bt 毒素 产生 抗 性 的 风险 。 昆 虫 对 Bt 产生 
抗 性 与 受 体 的 变化 密切 相关 ， 而 类 钙 粘 蛋白 基因 的 


突变 , 是 昆虫 对 Bt 毒 重 日 产生 抗 性 的 重要 原因 之 
— (i xUX.SE, 2009)。 目 前 多 数 鲜 地 类 昆虫 都 被 证 
KA Bt 毒素 的 受 体 , 然而 目前 国内 外 仍然 未 见 有 
关 粘 虫 Bt 受 体 的 报道 。 钉 粘 重 白 作 用 鳞 翅 目 害 忠 
最 重要 的 Bt 毒素 受 体 之 一 ,了解 钙 粘 和 蛋白 在 粘 忠 
体内 的 表达 情况 ,为 进一步 研究 Bt 对 粘 忠 的 作用 
BL SORS RX Bt 的 反应 机 制 莫 定 了 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 

MEN 2009 年 采 目 河南 省 新 乡 市 ， 经 本 实验 
室 用 玉米 养 至 19 代 的 敏感 种 群 。 饲 养 条 件 为 温度 
23 +13% ,相对 湿度 70% £A, 光 周 期 14L: 10D, 
其 间 没 有 接触 任何 药剂 。 以 6 龄 幼虫 为 材料 ， 于 处 
理 好 的 生理 盐水 中 解放 幼虫 , 取出 中 肠 , 迅速 放 入 
液 氮 中 冷冻 , 然后 置 -70% 保存 备用 。 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 TRIzol 购 目 Invitrogen 公司 ; 
有 反 转 录 Quantscript RT Kit 购 目 天 根 生物 科技 有 限 
公司 ; ExTaq DNA 聚合 酶 、LATaqd DNA 聚合 酶 、 
dNTP、 限 制 性 内 切 酶 、PrimeScript® RT Reagent Kit 
with gDNA Eraser( Perfect Real Time) , PrimeScript® 
RT Reagent Kit Perfect Real Time, 3' RACE 和 5" 
RACE Ки 等 均 购 和 目 大 连 宝生 物 工程 有 限 公 司 ; 胶 
回收 试剂 盒 及 质粒 提取 试剂 盒 购 自 加 拿 大 新 产业 科 
技 公司 ; 感受 态 细 胞 Trans-T1、 克 隆 载体 pEASY-T3 
购 目 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 。 
13 fh EAE IE cDNA 克隆 
1.3.1 А КМА 的 提取 : 按 Kit WH B, 用 TRIzol 
从 烙 虫 6 龄 幼虫 中 肠 中 提取 总 RNA。 取 解剖 的 中 
肠 约 0.1 ug, 加 入 1 mL TRIzol, 用 经 1%o DEPC 处 
理 并 高 温 灭 活 КМА 酶 的 小 型 研磨 棒 直 接 人 研磨 。 中 
肠 组 织 悬 浮 液 用 氯仿 抽 提 后 加 入 等 体积 的 异 丙 醇 于 
-20'C 沉淀 总 RNA, 75% 乙醇 洗涤 2 次 , 溶 于 适量 
的 DEPC 处 理 的 水 中 。 酶 标 仪 测 ODxo/OD:;% 值 , 并 
结合 电泳 对 总 RNA 的 含量 和 纯度 进行 精确 测定 。 
1.3.2 第 一 链 cDNA 的 合成 : 按 Quantscript RT Kit 
说 明 书 进行 。 取 1 pg 总 RNA, 10 x RT mix 2 uL, 
dNTP 混合 液 (2.5 mmol/L each)2 uL, Quant reverse 
transcriptase 1 uL, Oligo-dT,; 2X, Random(10 mmol/L) 
2 uL, ЖКЖ RNase-free ddH,O 2 20 uL, 82], 点 动 
离心 。37 忆 孵育 60 min。 反 转录 成 功 的 cDNA 样品 
-20 保存 备 用 。 
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1.3.3 引物 设计 与 合成 : 用 DNAMAN Version 6 比 
较 已 报道 的 鳞 翅 目 幼虫 中 肠 钙 粘 蛋 日 的 氨基 酸 序 
Jj, 根据 保守 区 结合 密码 子 偏好 特性 用 Primer 
Premier 5. 0 设计 了 两 对 简 并 引物 (CADF]1 5 
CADRI ,CADF2 与 CADR2 ) 分 别 用 于 PCR 扩 增 。 由 
ТЖ НЕРІ А, 又 根据 测序 结果 设计 了 
一 对 特异 引物 (CADF3 与 CADR3 ) 扩 增 中 间 序 列 。 


54 卷 


Outer 5 5'Inner 引物 用 于 5'RACE 反应 , 设计 了 2 
条 特异 性 引物 (CADF,,，CADF, ) 结合 3’'RACE Kit 
中 的 3’Outer 5 3'Inner 引物 用 于 3’RACE RY., 将 
所 有 序列 用 DNAMAN Version 6 软件 拼接 。 最 后 ， 
设计 了 一 对 特异 性 引物 (QCF, ОСК) НРУ PR HR 
中 肠 钙 粘 和 蛋白 基因 的 全 长 阅读 框 。 以 上 引物 合成 及 
测序 均 在 北京 奥 科 易 盛 生物 科技 有 限 公司 。 序 列 见 


根据 PCR 产物 测序 结果 , 设计 了 2 条 特异 性 引 
CADR, ) 结合 5' RACE Kit 中 的 5 


表 1 PCR 和 了 RACE 反应 引物 


421, 相对 位 置 见 图 1。 


Table1  Oligonucleotide primers designed for PCR and RACE reaction 


引物 名 称 引物 序列 位 置 
Primer name Primer sequence (5' -37) Position 
CADFI GACTGGCATCTBGTY ATTACRC 400 -421 
CADRI CARTGTCATCGCAGYTTCYTC 1 303 - 1 323 
CADF2 GARATHTACCACAMAGTGAGCTAC 3 025 -3 048 
CADR2 AACTGCGGCADGTCTTCDAT 5 092-5111 
CADF3 GACACGGGAATCAACAAACCT 988 -1 008 
CADR3 TGGGAAGTTAGGTTCTGGCAT 3 097 -3 117 
5'Outer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA - 
5'Inner CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG - 
CADR,,, GTGTCGCCATCAATAGCCCTTA 971-992 
CADR,, CTCTCCATCGGCATCATA AACC 612 -633 
3'Outer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT - 
3'Inner СССССАТССТССАСТАСТСАТТТСАСТАТАСС - 
САРЕ, ， АСАСССААСАСАСТСССАТСС 4 227 -4 247 
CADF,, CGAAGTCGTGGCTACTGATACA 4 401 -4 422 
QCF ATGACTGCCAACTTCTGGATATCGAC 1 -26 
QCR ТТАТСТССССААСТСССТСТІТССС 5 250-5274 
ҮСЕ АССССАСАСАСССТТСТАСАТС 1410-1431 
ҮСЕ АСТСССАСССАССТСТТАТСС 1 569 –1 589 
АСЕ ААСТТССССАСССТСААСТСАТ 793 – 814 
ACR TGTTGGCGTACAAGTCCTTACG 939 — 960 


-> 4— — 4— 
CADFI1 CADRI CADF2 CADR2 
— 4— 
САРЕЗ САРЕЗ 
5'Outer S'Inner CADR; CADR,,, CADF,,, CADF;, 3'Inner 3'Outer 
—— 4——— 
QCF QCR 


图 1 PCR 和 RACE 反 应 中 引物 的 相对 位 置 


Fig. 1 


The relative position of the primers in PCR and RACE 
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1.3.4 PCR 及 RACE 反应 

(1) PCR 反应 ; 50 pL 体系 中 ,以 合成 的 cDNA 
为 模板 , 加 入 10 x Ex Taq Buffer( Мо" Plus) 5 uL, 
上 下 游 引 物 4 pL(10 umoLL) , dNTP Mixture (2.5 
uL each) 4 uL, Ех Тад DNA 聚合 酶 0.5 uL, 补水 
至 50 pkL,， 混 勺 ， 点 动 离心 。 放 和 PCR 仪 扩 增 , 反 
应 条 件 为 : 94C 预 变 性 3 min; 接着 30 个 循环 , 循 
环 条 件 为 94% ,30 s; 50 ~ 58%C ,45 s; 72% ,1 ~ 
2 min 20 s( 约 500 bp/30 s); 72% 保温 10 шіп, 全 
长 扩 增 采用 两 步 循环 法 , 反应 条 件 为 : 940 预 变性 
1 min; 接着 30 个 循环 , 循环 条 件 为 98C,10 s; 
68%, 5 min 20 s; 72% 保温 10 min, 

(2) RACE 反应 : 3'RACE M 5'RACE Kit IHW 
目 大 连 宝 生物 工程 有 限 公 司 , 按照 Kit 说 明 进 行 。 
3'RACE FI 5'RACE 均 用 特异 性 引物 与 试剂 盒 中 的 
引物 配对 进行 饥 套 式 PCR 2 IÑ (3'RACE 第 一 次 扩 
H$5| 972g САРЕ, fll 3' RACE Outer Primer, 第 二 次 
扩 增 引物 为 САРЕ, ЖІ 3' RACE Inner Primer; 5” 
RACE 第 一 次 扩 增 引物 为 CADR fl 5" RACE Outer 
Primer ， 第 二 次 扩 增 引物 为 CADR 4157 RACE Inner 
Primer) 。 反 应 条 件 为 : 94 预 变 性 3 шіп; 接着 
20-30 个 循环 ( Outer 反应 20 个 循环 , Inner 反应 30 
个 循环 ) , 循环 条 件 为 94% , 30 в; 55 ~56%C ,30 s; 
72%C , 1 min 30 в ( Outer 反应 ) 或 者 1 min ( Inner 反 
№) 5 7270 保温 10 min, 2 3856555 , H 1.296 3t 
糖 凝 胶 电 泳 检查 , 1. 590 琼脂 糖 凝 胶 回 收 目 的 片断 。 
1.3.5 PCR 的 克隆 与 测序 : PCR 和 RACE 反应 产 
物 经 1.5% 的 凝 胶 电泳 分 离 , 切 下 目的 厂 断 , 用 胶 
回收 试剂 盒 回 收 纯化 。 纯 化 产物 连接 到 pEASY-T3 
载体 ， 并 转化 到 Trans-Tl R Z S КИЛ 
Escherichia coli, ЗЗА НЫЛ, PERO SII 
大 培养 , 培养 后 用 试剂 盒 提 取 质 粒 , 用 EcoR I НЛ 
鉴定 阳性 克隆 。 每 次 选择 2 ~ 3 ТІН ЕТЕ, БІЗІ 
送 往 北 京 奥 科 易 盛 生物 科技 有 限 公 司 测序 。 
1.3.6 序列 分 析 : 利用 DNAMAN Version 6) 软件 
进行 序列 拼接 和 比 对 分 析 , 并 利用 CenBank 数据 库 
进行 Blast 比 对 分 析 。 信 号 肽 预测 使 用 SignalP 3. 0 
Server 程序 ， 跨 膜 预 测 使 用 ТМНММ Server v. 2.0 
程序 , 结构 分 析 使 用 Hits 软件 。 
1.4 НЕА FL OA HI XE ER 
1.41 总 RNA 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 : 总 
RNA 的 提取 同步 又 1.3.1, 选择 0Dw/ODw 在 1.9 
~2.0 之 间 的 总 КМА 样品 ， 按 Ртішебегірі? RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser( Perfect Real Time ) 说 


明 书 进行 , 取 1 ug 总 RNA 先进 行 基因 组 DNA |0 
去 反应 ,然后 进行 反 转 录 。 反 转录 成 功 的 cDNA ff 
品 于 -207 保存 备用 。 

1.4.2 引物 合成 : ЕНУ УЕ Ы СОМА 
序列 , 利用 Primer 5.0 软件 设计 引物 , ЖЕҢ Ж 
重 日 基因 引物 序列 YGF 和 YGR( 见 表 1)。 选 择 B- 
actin 作为 内 参 基因 ,， 校正 定量 结果 , 根据 粘 忠 B- 
actin 的 cDNA 序列 设计 引物 АСЕ 和 ACR( 见 表 1)。 
1.4.3 标准 曲线 的 制作 : 以 cDNA 为 模板 ,用 引物 
ҮСЕ 和 YCR，ACF 和 ACR 分 别 进 行 普通 PCR 扩 增 
(ІН 1.3.2)。 扩 增 的 PCR 7^ 9j 4r VA 1. 296 和 
1.59% 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 和 回收 ， 用 DNA 
纯化 回收 试剂 盒 纯 化 后 连接 转化 , ФЕН ЭЕТ ВН 
性 克隆 进行 测序 鉴定 (同步 又 1.3.5) 。 利 用 酶 标 仪 
测定 质粒 DNA 的 浓度 , 稀释 到 3 x 10 вир, Ж 
后 倍 比 稀 释 到 3 x10”ng/pL, 共 7 个 浓度 。 以 上 述 
7 个 浓度 桂 度 的 质粒 为 模板 , 进行 灾 光 定量 PCR 扩 
增 。 根 据 浓度 对 数值 和 Ct 值 的 关系 (每 个 PCR 反 
应 管内 的 灾 光 信号 达到 设 定 的 域 值 时 所 经 历 的 循环 
数 ) 分 别 制作 定量 检测 B-actin ЖИЕ ARIAK F 
的 标准 曲线 。 将 7 个 浓度 的 质粒 DNA 置 于 - 20% 
作为 标准 品 备用 。 奖 光 定 量 PCR 体系 共 25 uL: 
SYBR Premix ExTaq (2 x ) 12. 5 uL, E W 5|% 
(YGF/ACF)1 uL, 反问 引物 ( YGR/ACR) 1 uL, 
Fluorescein calibration dye (100 nmol)2. 5 uL, Jd 
DNA 1 uL, ddH;O 8 uL, 反应 条 件 : 95*C 预 变 性 
30 s; 5 95 C 变性 $ s, 60% 退火 与 延伸 45 s, Ж 
40 个 循环 ; ВЕН 959,1 min; 6070,30 s ,每 个 循环 
增加 0.5%C , 71 个 循环 。 

1.4.4 [HS d PRA EL AED ОА УЙІ: 
XC BUE m 2 - 6 ЛАУА 2 天 的 幼虫 , 取 
样 后 迅速 置 于 液 氮 中 冷冻 致死 。 按 步骤 1.4.1 提取 
总 RNA 并 反 转 录 为 cDNA 作为 灾 光 定量 PCR 检测 
的 模板 , 一 次 灾 光 PCR 检测 6 个 不 同龄 期 钙 烙 集 日 
基因 的 表达 量 , 每 个 龄 期 4 个 重复 , 每 个 重复 3 个 
PCR 管 。 同 时 将 7 个 浓度 梯度 的 钉 粘 和 蛋 白 质粒 标准 
MITJE PCR 扩 增 , 绘制 标准 曲线 。 通 过 标准 
曲线 读 出 试 虫 体内 钙 粘 和 蛋白 基因 表达 量 。 按 同样 方 
法 绘制 B-actin 的 标准 曲线 , 从 而 读 出 不 同龄 期 试 虫 
体内 B-actin 的 表达 量 。pB-actin 作为 内 参 基因 ， 以 
不 同龄 期 试 虫 体内 B-actin. 的 定量 结果 和 初 孵 幼 忠 
体内 B-actin 的 定量 结果 相 比 进行 自身 的 校正 , 得 出 
-actin ЖАНЕ. 2S PS SR НЕ CEA P TRIER сір) 
相对 表达 量 计算 公式 如 下 : 
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B-actin ТЕЛА (X) = B-actin 处 理 组 定量 结果 / 
B-actin 对 照 组 定量 结果 

сір 校正 值 (Y) = ср 定量 结果 /X 

сір 相对 值 = Y/clp 对 照 组 校正 值 
1.45 幼虫 不 同 组 织 钙 粘 蛋 日 基因 表达 量 的 检测 : 
选取 4 和 5 Й B RSS 2 天 的 幼虫 , 解剖 中 肠 , 分 
别 将 中 肠 与 去 除 中 肠 后 的 整个 虫 体 迅速 置 于 液 氮 ， 
提取 总 RNA 后 进行 灾 光 定量 (方法 同 1.4.4)。 
1.5 数据 统计 与 分 析 

标准 样品 的 艾 光 定量 PCR 扩 增 曲线 由 定量 
PCR 仪 自动 生成 。 标 准 品 质粒 浓度 和 Ct 值 之 间 的 
线性 关系 分 析 及 不 同龄 期 、 不 同 组 织 样品 中 сір TR 
对 表达 量 的 差异 显著 性 分 析 采 用 统计 软件 SAS 
(SAS v8) 中 的 Duncan 氏 新 复 极 差 法 。 


А M 1 В 


bp bp bp 
3000 — 


d — 924 2000 - 


150 — 








54 3 


2 结果 与 分 析 


21 粘 虫 钙 粘 蛋白 基因 的 克隆 

以 粘 虫 6 龄 幼虫 中 肠 cDNA 为 模板 , 首先 用 简 
并 引物 CADF1 和 CADRI, CADE2 和 CADR2 分 别 
扩 增 得 到 了 分 子 量 为 924 bp( 图 2: A) 和 2 087 bp 
(图 2: B) 的 条 带 。 然 后 用 中 间 引 物 CADF3 和 
CADR3 扩 增 得 到 了 2 130 bp #2 (92: С). ж 
后 5” RACE №3’ RACE 反应 分 别 得 到 了 粘 虫 钙 粘 
ЖЕН cDNA 的 5 末端 和 3" 末端 大 小 为 867 bp 和 
1 241 bp Fr Br 3) (引物 相对 位 置 见 图 1) 。 该 
序列 被 命名 为 Msclp, GenBank 登录 号 为 15951432, 
该 cDNA 全 长 5 642 bp, 编码 1 757 个 氨基 酸 , 该 基 


1 C М 1 


bp bp 


bp 


3000 — 
— 2087 2000 一 — 2130 





图 2 使 用 不 同 引 物 的 烙 虫 类 钙 粘 蛋 日 基因 RT-PCR 产物 
Fig. 2 RT-PCR products of Msclp from Mythimna separata with different primers 


使 用 引物 Primers used: A; CADF1, CADRI; В; CADF2, CADR2; С: САРЕЗ, CADR3. M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker DL2000 апа DL2000 


Plus; 1; RT-PCR 产物 RT-PCR products. 


ЛЕ EA DC 5 274 bp, 5'9m3E Zi ІХ 234 bp, 
3 ' 端 非 编码 区 长 134 bp， 具 有 真 核 生 物 典 型 的 
polyA 加 尾 。 


А M 1 2 B M 1 2 


bp 


2000 — 
1000 — 





ІЗ ЖЖЕНИЕ 3 9m (A) 和 
5 端 (B)RT-PCR 产物 鉴定 
Fig. З 3'RACE (A) and S'RACE (B) products of Msclp 
from Mythimna separata 
M; DNA 分 子 量 标 准 DNA marker DI2000 and DI2000 Plus; 1,2: 
RT-PCR 产物 RT-PCR products. 


2.2 АБМЕНЕ МАЕ КЕ АЈ А Е FF 
列 分 析 

推导 的 粘 虫 钙 粘 蛋 日 氨基 酸 序 列 包 括 1 个 信号 
肽 (signal peptide, SIG) 、1 个 前 蛋 日 区 ( proprotein 
region, РКО). 12 ЕЖЕН 4 (cadherin 
repeats, CR, 5). 1 个 靠近 细胞 膜 的 区 域 ， 即 近 膜 
[X ( membrane-proximal region, MPR) 和 1 个 跨 腊 区 
TM), пх NE Wu x 
(cytoplasmic region, СҮТ), УВ АЖ o EW Br] 
结构 特征 一 致 。 图 4 ФИН Ж EA AED з Д 
列 及 推导 的 氨基 酸 序列 。 

根据 以 上 所 得 序列 设计 了 一 对 特异 性 引物 
ОСЕ FI ОСК 从 起 始 密 码 子 到 终止 密码 子 扩 增 精忠 
ЖЖ НІМ ТЕЛЕ, 它 编 码 1757 个 氨基 酸 ， 用 
ProtParam 预测 该 重 日 分 子 量 和 等 电 上 点 分 别 为 
196. 786 kD 和 4. 5。 信 号 肽 结构 分 析 结 打 表 明 , 推 


( transmembrane тесіоп, 


10 期 


-234 
-180 
-90 


181 


271 
91 


361 
121 
451 
151 


541 
181 
631 
211 
721 
241 
811 
271 


901 
301 
991 
331 
1081 
361 
1171 
391 


1261 
421 
1351 
451 
1441 
481 
1531 
511 


1621 
541 
1711 
571 
1801 
601 
1891 
631 


1981 
661 
2071 
691 
2161 
721 
2251 
751 


2341 
781 
2431 
811 
2521 
841 
2611 
871 


2701 
901 
2791 
931 


Е Қар; 精忠 类 钙 粘 蛋白 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 时 空 表 达 


GAAAATATCGTCGCACTCAATCAAAGAAAACGGACTGAACGGCTT GTGTGTTAT 

TAAAACAAAAATAAACTTTTT CCTTAATAACTGGTCTTGGTGTTC AGTAAACTAATAGTGTCT AATCTT ААТАТАСТААСТТСАСТТАСА 

ATAAGATCCACGTACCTATACGCCTAAAACAGTCTCAATAAATATAAAAAGAGGTGT GCGCTT СССАТСАСААССТАТТААСАССАТСАС 
SIG PRO 

ATG ACT GCCAACTTC ТССАТАТССАССАСАССССТССТСАТССТСССТССТССАА СТАССТСТ GCACA AGTTACCCACAA ACGATGCGGC 


L A A A T T S APO V ТН K R С С 
ТАСАТСАААСАСАТАССААССССАСАСА САССТСАСТТА CCTGATCAAAATTTT GATGGCTTGACATGGGCCCAGCGCCCGCTGCTGCCT 
Y M КЕ I P R P E R P E ІР DQ МЕ DG L T WA Q R P LLP 
GCCGAGGACAGGCCCGAGGTGTGCATGGA CGACTTC ACCTTGGACTTGGTT CACCCCATGGGTTACCAGGTCATCTACATGGAGGAGGAG 
A E D ЕРЕ ҮС MD DF T L DL V HP MG YQ VI Y M E E E 
ATCGAAGGAGACGTCGTCATTGCCAAGTTGAACTACGCAGGCTCGGCGCCT CCT ACCTTGGGTATATTT САТСТСССТТССТТС AGCATG 
I E G D V ҮІ A K L NY AG S A P P T LGI F H V С 68 Е S M 






СКІ 
стсстссслесостссотр сАТАССАССТААТАСТОСАСАСТСОСАТСТССТСАТТАСОСАСАСОСАССАСТАССАСАСОССАОССАТ 
L V P AL R R I РА N TG D W HL VI ТН R QD Y E ТР G M 
CAGTTCTACATGTTC GAAGTGCACGTGCCGAATGAGCCCCTGGTGGTGTTG GTGGA CCTGCACATCGTCAACATCGACGA CAA CGCGCCC 
Q F Y МЕ E ҮН ҮР NE PL V VL V DL HI V NI D D N A P 


CR2 
ATCATACAGCTGACCGGCCCCTGT|GA AATACCT GAAAACAA AGA AACTGGTGTCCCAACATGCGAGTACGTGGCTTTATGATGCCGATGGA 


I I Q L T СР CIE I P E М K E Т СҮР T C E Y V V YD A D G 
GAGATCAGCACCAGATTC ATGCACTTC АСТАТССАСАСССАСССАССАСА ССА СССАСТСТТС GAGCTGGTGAGAGAGATCCA CACGAGG 
E I S T КЕ MH Е T I D S D RG DE R V F EL V R EI HT R 
GTTGTCGAAGAGACCGGCGACGTCGTCCCGGATCTGTTC AGGGTCAACATGGTGATGCATCTC AA AGA ATCT СТСААСТТТ GAAGAGAAC 
V V E E T G D V V P DL EF R VN MV MHL KES L NF E E М 
CCGCTT CATATATTC AGACTTACGGCCTCGGACTCGTTT CCAAATAACCACACTATATCT ATGATGGTCGA AGTGGGCA A CGTGGA ACA A 
P L HI ER V T A 65 D $8 ЕР N N H ТІ $8 M M V E V G NV E 0 


CR3 
ACACCGCCACUGIUGETGGAGATCTTT CGOGTCCAACAGTTC GATGAGAAAATCAGGAGATCG TTC AGÈATAAGGECTATTGATCGOGAC 
R P P R W V E I F АУ 0 ОЕ D E K I R R S Е 5! I R A I D G D 
АССССААТСААСАААССТАТАСАСТАТССАТТА ATAACGGA AGAGATAGATAAAGACTTA САТТТА ТТС САААТТСАСССААААСААССА 
T G I N K PI HY R L I T E EI D K D L DL F QI E P К E G 
GGTCACGACGGCGCCATGCTT CATGTGGGGCCA ATAGACA GAGATACCCTC ATGAGGGA АСТСТТС AACGTGACCATAGTGGCGTACAAG 
с H D СА ML H V G PI D R D T L M R E V F N V T I V A Y Kk 
TACGGGGACAACGATGTGGAGGGGAGCCCGTCGTTC GAGACACCAGCACACATCGTCATCATCATCAACGACGTCAACGACA A CGCACCG 
Y G D N D V EGS P'S F E T P АН I V I I I N D V N D N A P 


CR4 
СТСССТСССССОССАССАССССАСТТАТАСТАТССАСАТТСТССАОСАСАСТСССАТСАСТСТСААТТТА GAGAACTTC GGTTTT CATGAT 


L P R RIE D R T Y S I D I L E E T A M T LN L E МЕ СЕ H D 
CGGGATCTT GCTCCAAACGCACAGTACACCATGCACCTGGAGAGTGTCTACCCGGAGGGAGCCCACACAGCGTTC TACATCGCACCCGAG 
R D L СР N AQ YT M HL E S V YP E САН T A F YII A P E 
GTCGGCTACCAGAACCAGTCGTTC ATCATAGGCACCCTGAGCCATAGCATGCTGGATTATGAGGCGGA AATAAAAACGGGAGTACCGTTT 
V G Y Q N Q SEI I С T LS HS ML D YE АЕ I KTG V P Е 
CAGAAAATTCAACTACAGGCGAA AGCAATAGACATGAACGATAACAGCTGGGTGGGAGTGGCGA CGATCA ACATCAACCTGATCAACTGG 
Q KI о, Q A K AI D M ND N $8 WV G V A T I NI NL I N W 


CRS 
элозлослотвсоолокттсһакхяболостотословосслсттосоволомохтовсосаовосттсслостоосооотосте 
N D E L P S FIK © D V WT A T F P E T V G E СЕН V СК Ғ L 
GCTACCGACCTGGATGTT GGCGATAGACTT GAATATTCGCTGTTG GGCAACGCAGTGAACTTC CTGAGGATAGA CAAGGA CACCGGCGAC 
A T D L D V G D RL E Ү 585 L LG N A V N FL RI D K D T G D 
ATCTACGTCACCGTGAACGACACATTC AACTACCACAGGCAGA ACGAGCTGTTT GTT CAGATTAGAGTGGATGA CACGCTC GGCGACGGG 
I Y V T V ND ТЕ N YH КО N EL F V QI R VD DT L G D G 
CCTTACAACAGCGCGACCTCT CAGCTGCTGATACAGCTGCA GGACATCAACAATACTCCT CCTACTCTT CCACTGCCT CGCGGCAGTCCC 
P Y NS A T Ss Qo LV I © L © D I NN T P P Т L R L P R 6 68 P 


CR6 
[EAAGTAoGAGAACETGCCGGANGGCACAGAGNTCACOCGGGAGETGACTGCCACOGACOCTGACHCOACOGOOGACETGGTGTICOAG 
Q V E E МҮ P E СТЕ I T R E V T A T DP D T T A DL V F E 
ATCCACTGGGACTCGTCGTACGCCACCA AGCAGGGTCGCGA GACACCCGCTATT GAGTTC САСААТТССАТАСАСАТТСАСАССААСТАТ 
I HW DS S Y АЛТ КК QG R E T P A I E ЕН N C I HI E ТК Y 
CATGATGAGAACCGGCGCGGCTCC СССТАТССССТССТСААССТСССССАСАТСАСССА СССАСТСАССАТССАСТАССАССАСТТТ САС 
H D E N R R GS A YG V V K V R EI REG V T I D Y E E F E 
GTGCTGTACCTC ACCGTT AGGGTGCGGGA CA AGA ACACCGTCCTC GGGGA CGACTAT GATGA ATCGACGTTG ACGATCACGATCATAGAC 
V L Y L T ҮК УВ DK NT V L G DD YD E 8 TL TI T I I D 


| > CR7 
ATGAACGACGAGGAGCCGGTGTGGGGCG GACAGCTGCAGCAGGTGTTC ССССТСССССАССТСТСССССАССССССТССТСАТСССС 
M N D E E P V ҮС E G Q L Q Q V F R V КЕК E V SAS СУ V I G 
TCCGTATTC GCCACCGA CCGCGA CGGCCCGCTCTACAACCA AGTGCGCTACACTATACAGCCAAA AGA AGGGACTCCACCAGATCTGGTG 
S V F АТ D R D G P L Y N Q V R YT I ОР КЕ G T PP DL V 
ACCATCGGTTTC GTGACCGGCCAGATCA CCGTGCAGA AGGA CCA GGCCATCGACGCGGA CGAGCCGCCGCGGCA CA A CCTGTA CTACACC 
T I СЕ V T GQ I T V © K D Q A I D A D E P P ЕН N L Y Y T 
GTCATCGCCAGCGACCAGTGCTCC ATGGAGA A CCAGA CCGAGTGCCCGCGTGACA A ACA CTTC CATGA AACTAA AGGAGA CCTGACGATC 
V I AS D QC S8 МЕ N Q T E C P R D K HF HE T K G D L T I 


bow CR8 
CAGATTCTCGACACGA ACAACA A AGTGCCGGTGCTGGACA CIGGA GA AGA CCCTGA AGGTGGCTGAGGATCTACGAGGACGCCGTCAGCGGG 
Q I L D T N N K VP V L D T E K T L K V VRI Y ED A V S Сс 
GATGACGTCACGAGGATCGTGGCCGGCGA CCTGGACAGAGA CCTGCCA A ACA GCA A CGTGAGCTACCAGATCAACTACCGCGTGAACCAG 
D D V T RI V AG DL D R D LPNS N VS YQ I NY R V N Q 


1099 


1100 


2881 
961 
2971 
991 


3061 
1021 
3151 
1051 
3241 
1081 
3331 
1111 
3421 
1141 


3511 
1171 
3601 
1201 
3691 
1231 
3781 
1261 


3871 
1291 
3961 
1321 
4051 
1351 


4141 
1381 
4231 
1411 
4321 
1441 
4411 
1471 


4501 
1501 
459] 
1531 
4681 
1561 


4771 
1591 


4861 
1621 


4951 
1651 
5041 
1681 
5131 
1711 
5221 


1741 
5311 
5401 


Fig. 4 Nucleotide sequences and the deduced amino acid sequences of cadherin-like cDNA from Mythimna separata 
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CGGCTGCTGGACTTC TTC GCCGTGGACCTGGTCTCCGGCATGATCTTC GTGAACTACACCGGCACGGACGTGCTGGA CCGCGA CGGCGAT 
R L L DF F A V DL V 8G MI F V N YT G T D V L D R D С D 
GAGCCCACGCACACCATCTTC TACAACGTCTTT GATAACTTT TTCTTT GAAGGACACATTAACCGCAACATGATCGAGGGCGA ACTGCTG 
E P T H ТІ F Y NV F D NFL F EG D I NR N MI E С E VL 


Бал СВ9 
GTGGTGTTG CTGGA CGTCAA CGACAACGCTCCCGAGATGCCAIGA ACCT AACTTC CCACACTGGAACATCTCAGA AAACTTATCACAGGGC 
V V L L D V МІ МА РЕ M P'E P МЕР HW NI 8 E NL 5 0 С 
ATCCGGATAGA ACCGGATATCTTC GCTAGGGACATAGACGAGCCGGGGACCCCCA ACTCT CTGGTCGCATACGGAATCCTACACCTGGAC 
I R I E P DI F A R DI D E P СТР NS L V A Y СІ ІН L D 
CTGATGAACAGAGACATAGAGGTACCGGACCTGTTC САСАТСАТСАССАТАСАСАСССАСССССССАТАСАССАСАССССАСААСТСААА 
L MN R DI E V P DL EF E MI T I E T D R GI D Q T СЕ L kK 
ACTCTT CAAGATCTGCGAGGATATTGGGGCACCTAT AAAATTAATATAACGGCCTTC GACCACGGCGTGCCT CAGCAGCGCTCC AACGAG 
T L Q D L RGY WG T Y KI МІ Т AF D HG VP 0 © В S NE 
ACGTACGAGCTA ATCATCAGACCGTACAACTACCACGCACCGCAGTTC GTGTTC CCAAGACTT GGCTCCGTAATCAGACTT TCT AGGGAG 
T Y E L I I ЕР Y NY HA P ОЕ V ЕР R L G S V I R L S R E 


СВ10 
CGCGCAATAGTGAGOGGTATACTGGCGCIGCCTGGACTGGCHGGAGCGCCTCTGGAMMGCATCTCGGOCACAGACEAGEAOGGODTGCAC 
RA I VS GI L AL P GL AG A PL ES IS AT DE DG LH 
GCTGGAGCTGTCACCTTC TCAGTAGTCGGAGATA ACGA GGCGGCCAGCTA CTTC GA CATCTGGA A CGA CGGCGA CA ACTCCGGCACGCTC 
АСА V T F S V V GD NEA AS YFDI WNDGENSGTL 
ACGCTGA AGCAGGCGCTGCCGGA AGGCTTC CAGCAGTACCAGTTG ACAATCCGCGCGACGGACGGCOGGCA CCGA ACCCGGOCCGATGAGC 
T L KQA L P EG F QQ Y QL TI RA TDGGT ЕР GPMS 
ACCGACATCACCGTCACCGTGGCGTTT ATCCAGCA AGGAGACCCGGTGTTC GCGGTCA ACA CCGA AACAGCCTCTTTC GTTGAGTTG GAT 
T D I T V T V AF I QQ G DP V F A V NT ET AS FVELILD 


СКІ 
GACAGOGCGACOGAGUGGCACOAACTGACACTEGCCGA AGAOCCT AAGAACOGCCTGTGCACGGATGACTOCTATOCCATCTACTACAGO 
D S A T E R HE L T P A E DP K МЕ ІС T D D C Y P I Y Y S 
ATTATTGACGGCAATGCGGAGGGCCACTTT GCCTTGGACGGCAA CGTGCTGTACGTGGTGCGCGCGCTGA ACCGCGA CGA GÀ AGGA GA CG. 
I I D С NA E СН Е AL D G N V L Y V V R A L N R D E K E Т 
CACACGCTC CGGGTGGCGGCCA GCA A CACGCGCGA CGTCA CCA A CGCGCCGTCC СССТССАСТСТСАСССТСАТССТСАСТСТСССССАС 
H T L R V АА S М T R D V T МА PS A S T V T VI У T УК E 


CR12 
GCGAAOCGTAGGCCACGGTICTCGAGTGGGCTCTACACAGCCEGONTCTOCACATCAGAOGTGGTOGGCAGAGAAGTTCICACTGTACAG 
A N P R P R EFIS S PL YT A СІ Ss T S D V V СК EL L T V 0 
GCAACACACTCGGATGGCCTGGCTATCACGTACGCGATAGACTTT GAGTCGATGGTCGTGGACCCGTCGCTGGAGGCCGTCCGCGA CCAG 
A T HS D G L A I T Y AI D F E 8 M V V DP S ГЕ A V R D Q 
GCCTTC ACGATCGACTCT GAGTCGGGACTGGTAGTGCTGAGGATCCAGCCT ACTGCCTCC ATGCA CGGCATGTTT GAGTTC GA AGTCGTG 
A ЕТІ D $8 E 5 G L V VL R I © P T A $5 M HG MF E F E V V 
GCTACTGATACAAATAAGGCGGA AGGCCGCTCC GA AGTGA A GGTGTACCTGATCTCGTCC CGCA ACCGAGTCTACTTC GTGTTC AACAAC 
A T D T N K A E Gc RS E V K V Y L I S 5 R N R V Y F V F NN 


MPR 
CCGCAGGA|TGA AGTCATGGCGCAGA GGACCCTC ATAGCCGAGATTGTCTCCTTG GCCACGGAGCTGA CGTGCA ACATCGA CGAGACGCTG 


P QD E V МА ОЕ T ІІ АЕ I V Ss L A T EL T C NI D E ТІ. 
CCGGCCATCAACGCCAACGGCATCGCCAGCGAGA CCCAGA CAGAGGTCAGGGCGCA CTTC ATACGCGACGACCTGCCTGTT CCCGTGGA A 
Р A I МА NGI A 8 E T Q T E V R A HF I R D DLP VP V E 
GAGGCCAACGAGCTC CTC ACTGACTCGGA AATCAGGCGCA A CATCTGGCA ACCGCTGCTGCGCGAGGGGCTGGAGCTGGCGGA CATGCAG 
E A N EL L T DS E I ЕК NI W Q P L L R E GL E L A D M 0 


TM 
GGCGGOGCGCTGCCCGGGCTGGCCGGCGACCACGCGCTCGCCGTGITACGTGCTGGCGGGCGTCGCGGCGCTGCTGGCGCTGCTGTGCGTC 
G СА L P GL A С D HA L A V|Y V L A G V A A L L A L L C V 

CYT 
GTGCTGCTC ATCACCTTC ATCCTGAGGA ACCGCGCCCTGA A CCCTCGCATCGCAGCCCTGTCGATGA CAA AGTACAGCTCC GTGGAGTCG 
V L L I T F I LIR N R A L NR RI А AL S MT K Y 5 8 V E 5 


AACCTCAACCGCGTGGGGCTGGCCGCGCCCGGCA CCA A CA AGCACGCGGTCGA AGGCTCC A ACCCT ATCTGGA A CGAGA CGATC A A GGCA 
N L N R V GL A A P СТ N K H A VEGS NP I WN E T I K А 
CCAGACTTC GATGCTATTAGCGAGITGTCCAATGACTCGGA CCTC ATAGGCATCGA AGACCTGCCGCAGTTC AGGA A CGACTACTTT ССС 
P D FEF D A I S E LS ND SS DL I GI E D L P ОЕ R N D Y FP 
GCAGA AGACGACCGATCC ACGCGGGA CCTAGATGCTGATGGAGTGA CCAGCA CAAGGA ACCCAATAGCAA ACCACGAGA ACAACTTT GGG 
A E D D R S T R DL D A DG V T 8 T RN PI A NH E NN F с 
ТТТ AACACCACTCCCTTC АСТССТСАСТТС GCAAACACGCAGTTC CGGAGATAAAAGTTA AAATACGTAAAAACAAATATGTATAAAGCA 


F N T T P FS РЕ F A NT © F RR - 
ATATGCAATATCTTC AATAATGTACCTACTTTT ATTATTTATATATAAAAATATTGAGAACTT GAGATACTCATATTATGTAAGCGCAAA 
AAAAAAAA 
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翻译 起 始 密码 子 的 第 一 个 核 苷 酸 记 为 +1, 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 用 黑体 标 出 ; 箭头 处 为 推导 的 结构 域 起 始点 。The first nucleotide of the 


initiator codon is marked as + 1, and the initiator codon and terminator codon are indicated by bold. The arrows indicate the starting point of the deduced 


structure domain. SIG; 信号 肽 序列 Signal peptide; PRO: 前 蛋白 区 Proprotein region; СК: 钙 粘 蛋白 重复 Cadherin repeat; МРК: 近 膜 区 
Membrane-proximal region; ТМ: 路 膜 区 Transmembrane region; СҮТ; 胞 质 区 Cytoplasmic region. 


SPEARS Hi PERSE. А № 端 22 个 氨基 酸 为 信号 肽 序 
Jj, 8822 和 23 个 氨基 酸 之 间 为 前 切 位 护 。 跨 膜 结 


构 分 析 表 明 , 第 1 606 ~1 628 位 氨基 酸 是 钙 粘 和 蛋 日 
锁定 到 细胞 膜 上 的 区 域 , 将 该 重 日 分 为 细胞 膜 外 和 
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细胞 质 内 两 部 分 。 其 中 第 1 628 ~ 1 757 位 氨基 酸 位 
于 细胞 质 内 ， 而 第 1 ~ 1 605 位 氨基 酸 位 于 细胞 
膜 外 。 
2.3 粘 虫 钙 粘 蛋白 的 同 源 性 分 析 

将 粘 虫 类 钙 粘 蛋白 基因 cDNA 推导 出 的 1 757 
个 氨基 酸 序列 , 与 已 知 全 长 的 昆虫 类 钙 粘 和 蛋白 所 基 
酸 序列 用 DNAMAN Version 6 进行 同 源 性 分 析 。 结 
果 表 明 , 所 得 氨基 酸 序 列 与 GenBank 登录 的 烟 夜 蛾 
Helicoverpa assulta., ЖАР, WEE, MERKIR 


0.091 


0.05 
LL J 
0.021 
0.0180|010 
olo19 
0.007 4011 
0.019 
0.012 
0.195 
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舞 毒 蛾 、 家 和 在 、 烟 草 天 蛾 、 亚 洲 玉 米 蜡 和 欧洲 玉米 
We REINO $e Hy — SUPE, 分别 为 61. 77%, 
61.66%, 61. 26%, 58. 14% , 57. 9196 , 57. 23%, 
56.8496 , 56. 3796 和 56. 2096 ,进一步 表明 克隆 得 
ММЕН ЖЕНА, fü Hj DNAMAN 
Version 6АЖНЕН 2 5 f E E o6 3 М Е 2S 
统 发 育 树 , 结 末 表 明 粘 虫 与 同 科 的 烟 夜 蛾 、 烟 芽 夜 
蛾 、 棉 铃 忠 、 甜 末 夜 蛾 亲缘 关系 更 近 , 而 与 不 同 目 
的 条 蝇 一 致 性 仅 为 12.84% ,亲缘 关系 最 远 (图 4) 。 


0.008 


0.069 Helicoverpa assulta[AF367362.1] 


, Heliothis virescens[AY692445.1] 


Mythimna separata[JF95 1432] 


Spodoptera exigua[HQ647122] 
0.216 
0.137 


Bombyx mori[ NM 001044217.1] 


Manduca sexta[AF319973.1] 
0.153 


"ELIT Lymantria dispar[AF317621.1] 
0.006 


0.180 Ostrinia furnacalis[EU022587.1] 


Ostrinia nubilalis[FJ011674.1] 
0.005 


Chilo suppressalis[AY118272.1 
0.229 PP [ / 


Plutella xylostellal GU901158.1] 
0.230 


0-198 Pectinophora gossypiella[AY198374.1] 


0:433 Drosophila melanogaster[NM 001042903.2] 


图 5 iB НИН ШЕ НАЈ АЯ 


Fig. 5 Phylogenetic tree of cadherin-like proteins from Mythimna separata and other insects based оп amino acid sequence 


2.4 ЖАА ERA [e] ЯЛ [e] 28 ZR rh 28 $5 f ЕН 

sz As EJES RH MRE 57 Ha ZIP Rs E E рН 
表达 量 ( 6), 203985: A EE 7] ЗЕН 
ЖАЖА (Р < 0.01), 4 龄 幼虫 
体内 的 基因 相对 表达 量 最 高 , 但 与 3 和 6 龄 幼虫 并 
ZATA (P> 0.05) , 而 1 和 2 龄 幼虫 中 基 
因 表 达 量 最 低 , 显著 低 于 其 他 日 龄 的 幼虫 (P < 
0.05), 

检测 4,5 ҢАН МН AA А 
忠 体 类 钙 烽 重 白 基因 表达 量 , 结果 表明 : 类 钙 粘 和 蛋 
日 基因 绝 大 部 分 在 中 肠 内 表达 , 在 中 肠 以 外 的 虫 体 
其 他 部 位 表达 量 极 低 (图 7) 。 


3 讨论 


随 着 转 Bt 作物 的 种 植 面积 及 Bt 使 用 量 的 增 
加 ,转基因 作物 的 安全 性 评价 倍 受 关注 。 明 确 Bt 
毒素 对 昆虫 的 作用 机 制 , 是 转基因 安全 性 评价 的 重 
要 一 环 。 研 究 表明 ,毒素 与 受 体 的 结合 是 Bt 毒素 
对 昆虫 作用 机 制 中 的 关键 。 不 同 昆虫 体内 的 Bt 毒 
素 受 体 可 能 并 不 相同 , 或 者 起 作用 的 受 体 并 不 相 
同 。 烟 芽 夜 蛾 中 , 氨 肽 酶 N 是 CrylAc 毒素 的 受 体 
(Oltean et al. 1999); T $5 E A de: AN Ee AC HER 
Cryl Ab 毒素 的 受 体 (Francis and Bulla, 1997) , № 
ES HR s PPS RS Н-9 94 ДАЙЕМ AR E BUB АН 2 Ж 
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相对 表达 量 
Relative expression level 





龄 期 Larval instar 


图 6 不 同龄 期 粘 虫 幼虫 体内 类 钙 粘 蛋白 基因 的 相对 表达 量 


Fig. 6 Relative expression levels of Msclp from different instars 


of Mythimna separata larvae 
图 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 , 每 个 柱子 上 不 同 大 写字 母 表 示 差 异 显 
Ж(Р<0.01) ( Duncan R £ Œ HE $) раа in the figure аге 


represented as mean + SE, and different capital letters above bars indicate 





significant difference (Р «0. 01) ( Duncan’ s multiple comparison) ; 图 7 
同 The same for Fig. 7. 






O 4 龄 4th instar 
П 5 龄 5th instar 


相对 表达 量 
Relative expression level 
ON 


29 2H Tissue 


图 7 Жың4,5 ІҢ MARRE НЫ ИНӘ 


Fig. 7 Relative expression levels of Msclp іп different tissues of 


4th and 5th instar larvae of Mythimna separata 


Mg: В Midgut; Wb: 虫 体 ( 去 除 中 肠 ) Whole body ( without 
midgut). 


(тА, 2002; RE, 2003; Wang et al., 2005; Z& 
革 梅 等 ,， 2005 ) 。 男 有 研究 报道 在 舞 毒 蛾 中 CrylA 
毒素 的 受 体 BTR-270 是 一 种 复合 糖 ( Valaitis et al. , 
2001) 。 然 而 ， 粘 虫 的 Bt 毒素 受 体 目 前 并 没有 报 
痢 。 有 研究 表明 粘 虫 体内 并 不 存在 与 CrylAcE 杂 
交 的 蛋白 ( 宋 萍 等 , 2003) , 这 可 能 是 粘 虫 体 内 并 没 
有 Cryl AcE 和 蛋白 的 受 体 ， 又 或 者 是 粘 虫 体内 存在 其 
他 特殊 的 机 制 。 因 此 , 研究 烙 忠 潜在 的 Bt 毒素 受 
体 类 和 钙 粘 蛋白 的 基因 序列 及 有 关 表 达 特 性 , 无 疑 会 
对 转 Bt 作物 对 粘 虫 的 作用 机 制 及 其 安全 性 评价 葛 
定 重 要 基础 。 

目前 , ELM ABIRE. ЖАТЫҚ. BS. HK 


JE. HRR ZEA К, ШІН ЖЕН, КОН 
ERIR, МИН, МАТЕ ЯІ/ ЛЕН RIAK 
ЖНЖІК cDNA 全 长 , 这 些 昆虫 的 类 钙 粘 和 量 白 都 具 
有 典型 的 特征 结构 , 包括 信号 肽 、 钙 粘 和 蛋白 重复 、 
跨 膜 区 和 胞 质 区 。 烽 忠 的 类 和 钙 精 蛋白 也 具有 这 些 特 
征 结 构 , 这 表明 鲜 邓 目 不 同 昆虫 的 类 和 钙 精 和 蛋白 结构 
IRR To A RŠ ERARIS ERREA H 
昆虫 均 具 有 较 高 一 致 性 , ЈА 5096 左右 。 尤 其 与 同 科 
的 烟 夜 蛾 、 烟 芽 夜 峨 、 栅 铃 虫 和 甜菜 夜 娥 一 致 性 更 
高 , 分 别 为 61.77% , 61.6696 , 61.2696 和 58. 1496 , 
这 进一步 说 明 类 和 钙 精 和 蛋白 的 保守 性 。 

业 虫 不 同龄 期 的 幼虫 类 钙 粘 重 晶 基因 表达 量 差 
异 极 显著 。4 龄 幼虫 体内 的 钙 粘 蛋白 基因 相对 表达 
量 最 高 ， 而 初 孵 幼虫 表达 量 最 低 。 该 基因 绝 大 部 分 
在 粘 虫 中 肠 表 达 。 这 与 棉铃 虫 幼虫 体内 类 钙 粘 和 蛋白 
表达 特性 类 似 ( 王 桂 荣 等 , 2004) ,表明 该 基因 存在 
时 空 表达 特异 性 。 有 人 研究 表明 转 Cryl Ab 的 Bt ЕЖ 
对 粘 虫 初 孵 幼 虫 和 骏 食 期 4、5 龄 幼虫 均 具 有 显著 
的 致死 作用 ( 王 据 营 等 , 2005 ) , 这 说 明 4 龄 幼虫 对 
Cryl Ab 敏感 性 强 , 粘 虫 体内 类 钙 粘 蛋白 很 可 能 是 
Cryl Ab 的 受 体 之 一 , 受 体 的 高 表达 可 能 是 其 敏感 
性 强 的 原因 之 一 。 而 初 旷 幼 虫 体内 虽然 钙 粘 和 蛋白 基 
因 表 达 量 低 , 但 其 解毒 能 力 可 能 比 高 龄 幼虫 弱 ， 因 
此 同样 对 Cryl Ab 表现 较 强 敏感 性 。 

本 实验 仅 从 mRNA 水 平 检测 了 类 钙 烙 蛋白 基 
因 在 烙 忠 体内 的 表达 情况 ,尚未 涉及 和 蛋白 水 平 的 表 
达 及 功能 。 鉴 于 Bt 毒素 与 受 体 在 不 同 昆 虫 体内 的 
相互 作用 机 制 并 不 完全 相同 ,因此 还 需 进一步 深入 
研究 精忠 钙 精 蛋 日 与 Bt 毒素 的 结合 机 制 ,从 而 进 
一 步 了 解 Bt 对 精忠 的 作用 机 制 以 及 精忠 对 Bt 的 反 
应 机 制 ， 从 而 更 好 地 对 转基因 作物 进行 安全 性 
评价 。 
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